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Die folgenden Angaben sind dan vom Anmelder esngereichten Unterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(3) Analysenverfahren fur den Nachweis von Kakaoschalen in Kakaoprodukten 

@ Da ein erheblicher Teil der Kakaobohnenernte (1 0-20%) 
von minderer Qualitat ist und sich von diesen Bohnen die 
Samenschalen meist nur sehr schwer entfernen lassen, 
begrenzt die Kakaoverordnung aus Qualitatsgrunden den 
Gehalt an Schalenanteilen einschlielilich Keimwurzet- 
chen bei Kakaokernen und Kakaomassen auf 5%, bezogen 
auf die fettfreie Trocken masse. Bis zu diesem Wert kann 
ein Anteil als technologist nicht vermeidbar angesehen 
werden. 

DieErfindung betrifft ein Verfahrenfur den Nachweis von 

Kakaoschalen in Kakaoerzeugnissen, wo bei ein kakao- 

schalenspezifisches DNA-Fragment (ca. 250 bp) mittels 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert wird. Die 

amplifizierten DNA-Fragmente werden elektrophoretisch 

aufgetrennt und anhand von Vergleichsmu stern mit defi- 
■ nierten Kakaoschalengehalten semiquantitativ zugeord- 
. net. 

L Die Bereitstellung eines Test-Kits, der dATP, dTTP, dCTP, 
dGTP, Primer A und B sowie Puffer in lyophilisierter Form 
enthalt, erfordert lediglich die Zugabe von aus Kakao ma- 
terial isolierter Template-DNA. 

Selbst in thermisch stark behandelten Proben wie Scho- 
kolade ist eine hohe Nachweisempfindlichkeit gegeben, 
ein Schalengehalt ab 0,5% kann semiquantitativ ermittelt 
werden. 
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Beschreibung 

[0001] Verfahren fur den Nachweis von Kakaoschalcn in Kakaoproduktcn, wobci cin kakaoschalcnspezifischcs DNA- 
Fragment (ca. 250 bp) mittels Polymerase-Kettenreaktion (PGR) amplifiziert wird. Die amplifizierten DNA-Fragmente 
5 werden elektrophoretisch aufgetrennt und anhand von Vergleichsmustern mit definierten Kakaoschalengehalten semi- 
quantitativ zugeordnet 

[0002] Das Primerpaar hat folgende Nucleotidsequenzen: 
Primer A:5'-TGC GGT GOT ATT CTG CCA GAA C-3* (Strang-Primer) 
Primer B:5'-CGC GCA ACA CAT CCT TCA TGC-3' (Gegenstrang-Primer). 
10 [0003] Es wird ferner ein Test-Kit bereitgestcllt, der dATP, dTTP, dCTP, dGTP, Primer A und B sowic Puffer in lyophi- 
lisierter Form enthalt 

[0004] Eine hohe Nachweisempfindtichkeit auch thermisch behandelter Proben ist gegeben; ein Schalengehalt ab 0.5% 
kann semiquantitativ crmittclt werden. 

IS Beschreibung 

[0005] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Kakaoschalen in Kakaoproduktcn. Bevor Rohkakao 
zur Herstellung von Kakaoerzeugnissen wie Kakaomasse, Kakaopulver und auch Kakaobutter eingesetzt werden kann, 
sind die wertlosen Schalenanteile im Rahmen des technisch Mdglichen weitestgehend zu entfemen. Ein erheblicher Teil 
20 der Kakaobohnenemte (10-20%) ist von minderer Qualitat Von diesen Bohnen laBt sich die Schale meist nur sehr 
schwer entfernen. 

[0006] Die Kakaoverordnung begrenzt aus Qualitatsgriinden deshalb den Gehalt an Schalenanteilen einschlieBlich 
Keimwiirzelchen bci Kakaokernen und Kakaomassen auf 5 % bezogen auf die fettfreie Irockenmasse. Bis zu diesem 
Wert kann ein Anteil als technologisch nicht vermeidbar angesehen werden. 

25 [0007] Hdhere Schalenanteile sind als qualitatsmindernd anzusehen, sei es weil Kakao dadurch gestreckt wird oder die 
Bohnen, vor allcm bci minderen Qualitaten, nicht in ausreichendem Mafic von den Schalen und Keimwiirzelchen befreit 
wurden. Wahrend bei Kakaomasse und letztendlich auch bei Schokoladen der Schalenanteil selbst von Interesse ist, geht 
es bei der Qualitatsbeurteilung von Kakaobutter, insbesondere von Kakopressbutter darum, inwiefern diese aus zu scha- 
lenreichen RohstofFen abgeprefit wurde. Auch eine Gewinnung durch zu starke Abpressung gilt es zu unterbinden, da 

30 hierbei zu hohe Anteile an Schalenfett und anderen unerwiinschten Begleitsubstanzen in die Kakaobutter iibergehen. Der 
Nachweis von Kakaoschalen als Verfalschung von Kakaoproduktcn ist mit zunehmender Verfeinerung der Zerkleine- 
rungstechnik immer schwieriger zu fuhren. 

Bisher eingesetzte Verfahren fur die Analyse von Kakaoschalen in Kakaoprodukten 

35 

[0008] Zur Bcstimmung des Schalengehaltes in Kakaoerzeugnissen wurden bisher zahlreiche mikroskopische sowie 
chemische Verfahren herangezogen. 

Mikroskopische Verfahren 

40 

[0009] Zur mikroskopischen Bcstimmung des Schalenanteiles zahlen Hanausek [1916] und Huss [1 916] die in der Ka- 
kaoschale regelmassig auftretenden Schleimzellen aus. Sie gehen dabei jedoch von der unbewiesenen \fermutung aus, 
dass bei alien Kakaosorten die Zahl der Schleimzellen pro Schalengewicht konstant ist Fischer [1900] schlug die Be- 
stimmung der Zahl der Sklereiden in der Kakaoschale, die bei alien Sorten zu einem einschichtigen Mantel zusammen- 

45 gefugt sind, vor. Aus der Anzahl der Sklereiden, ihrer Lange und Breite kann auf die Oberflache der Steinzellenschicht 
und somit, unter bestimmten Voraussetzungen, auf den Schalenanteil ruckgeschlossen werden. Wenn diese Methoden 
auch von Ezendam [1924], Griebel und Sonntag [1926] Alpers [1927] Wagenaar [1929] Hermann [1937] Josephy [1953, 
1956], Sachsse und Geuting [1956] Schetty [1956] und Sandback [1957] verbessert und vereinfacht wurden, so bleiben 
sie dennoch sehr arbeitsaufwendig. Femer berucksichtigen diese Methoden nicht oder nur unzureichend, dass die Zahl 

50 der Sklereidzellen bei gegebenem Schalengehalt mit zunehmendem Zerkleinerungsgrad stark abnimmt Van Breederode 
und Reeskamp [1957] untersuchten systematisch den Zusammenhang zwischen dem Zerkleinerungsgrad einerseits und 
der Zahl der Sklereidenzellgruppen sowie der Zahl der S kiereiden je Gruppe andererseits. Eine gewisse weitere Verein- 
fachung stellt die von Ruge [1970] angewendete Polarisationsmikroskopie dar. Dabei wurde nach Entfettung und Saure- 
aufschluss des Kakaopulvers im Polarisationsmikroskop der Flachenwert der aufleuchtenden Partikel als Mass fur den 

55 Schalenanteil ermittelt. Meursing [1973] berechnete den Schalengehalt nach Isolierung und Anreicherung der Steinzel- 
lengruppen. Dabei wurden die Zahl der Steinzellengruppen sowie die Anzahl der Steinzellen pro Gruppe ausgezahlt. Der 
Schalenanteil wurde daraus iiber eine empirisch aufgestellte Eichkurve, bei der die Zahl der Steinzellengruppen zu der 
durchschnittlichen Anzahl von Steinzellengruppen eines Kakaoprodukts mit 1%-igem Schalengehalt in Relation gesetzt 
wurde, ermittelt Zudem wurde versucht, eine Korrektur der Zellen, die wahrend des Zerkleinerungsprozesses verloren 

60 gingen, vorzunehmen. 

Physikalische und chemische Verfahren 

[0010] Zur Bestimmung des Gehaltes an Kakaoschalen in Kakaokernbruch wurden von Streuli und Schar [1953] und 
65 Acker et al. [1 955] IVennverfahren vorgeschlagen, die auf der unterschiedlichen Dichte der Kakaokeme und Kakaoscha- 
len beruhen. Dabei gab die Summe der nach einem Siebdurchgang von Hand ausgelesenen und durch Schlammung mit 
konzentrierter Phosphorsaure/Methanol (1:1) isolierten Schalen bestandteile den Schalengehalt der Einwaage. 
[0011] Die meisten chemischen Verfahren eignen sich, von Extrernfallen abgesehen, nicht zur Bestimmung des Kakao- 
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schalengehaltes [Lange und Fincke A., 1970]. Dies gilt im Besonderen fur die Bestimmung des Rohfasergehaltes, die im- 
mer wieder zum Schalennachweis vorgeschlagen wurde. Da sich die Rohfasergehalte der fettfreien Trockenmasse von 
Kakaokcrncn und Kakaoschalcn nur wenig voncinandcr unterscheiden, kam Fincke H. [1939] zu der SchluBfolgerung, 
daB erst Schalengehalte > 15% (berechnet auf Kakaokeme) durch eine Rohfaserbestimmung sicher erkannt werden kon- 
nen. Die Statistiscbe Auswertung von Rohfaseranalysen durch Van Breederode und Reeskamp [1957] zeigte, dass erst 5 
bei einem Schalengehalt > 25%, berechnet auf die fettfreie Trockenmasse significant hohe Rohfasergehalte zu erwarten 
sind. Verfahren zur Bestimmung des Rohfasergehaltes uber eine Bestimmung des Pektinsaure- bzw. Galakturonsaurege- 
haltes [Winkler, 1962; Jackson, 1962] sind nicht nur sehr langwierig, sondem liefern auch schlecht reproduzierbare 
Werte [Lange und Fincke A., 1 970]. 

[0012] Mittels Dunnschichtchromatographie konnte ein zunachst noch nicht idcntifizicrter "Stoflf A" in Kakaoschalcn 10 
nach Anreicherung und Isolierung durch Bespriihen der Platten mit unterschiedlichen Reagenzien, Dichlorchinonchlori- 
mid [Wurziger, 1961], Vanillin-HCl [Meyer, 1962], Eisen(m)chlorid, Athylvanillin, Benzaldehyd, o-Chlorbenzaldehyd, 
p-Nitrobenzaldehyd, Salicylaldchyd, p-Dimethylaminobenzaldchyd [Fincke A., 1962] aufgrund der daraus rcsultiercn- 
den charakteristischen Farbungen nachgewiesen werden. 

[0013] Meyer [1962], Fincke A. und Sacher [1963] sowie Diemair et al. [1963] wiesen in diesem Zusammenhang be- 15 
reits auf das Vorkommen dieser Verbindung in Kakaokcrncn der Kakaobohne hin. 

[0014] Sacher [1 965] gelang es schliesslich, diese Verbindung als Behensauretryptamid zu isolieren und identifizieren. 
Dieser Schritt ermoglichte dann die Entwicklung eines photometrischen Verfahrens zum Nachweis von Kakaoabfallfet- 
ten in Kakaobutter. Dabei wurde die bei Reaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd entstehende Blaufarbung photome- 
risch gemessen. Aus deren Intensitat konnte man den sogenannten "Blauwert" errechnen. Bei einwandfreier Kakaobutter 20 
liegt dieser unter 0.05 [Fincke A. und Sacher, 1963]. 

[0015] Einen Weg, so den Schalengehalt in Kakaoerzeugnissen quantitativ zu bestimmen, zeigten Acker und Hiiner- 
mann auf [1966]. Sie stellten zudcm Testmischungen mit unterschiedlichen Schalenzusatzen her und verglichen die pho- 
tometrisch bestimmten Werte mit den mikroskopisch ermittelten nach Schetty [1956] und Van Breederode und Rees- 
kamp [1957]. 25 
[0016] Das "Blauwert- Verfahren" findet bis heute in der Qualitatskontrolle von Kakaoprodukten Anwcndung [IOCCC 
Method 108, 1988]. 

[0017] Eine weitere Methode zur Schalenquantifizierung in Kakaoprodukten uber den Gehalt an Fettsauretryptamiden, 
basierend auf HPLC mit fluorimetrischer Detektion wurde beschrieben [Miinch und Schieberle, 1999]. Die Autoren 
konnten zudem zeigen, dass die "Blauwert"-Methode zu unempfindlich ist, um den Schalengehalt innerhalb des gesetz- 30 
lich festgelegten Rahmens zu bestimmen. 

Beschreibung der Arbeitsschritte 

- Isolierung der Gesamt-DNA aus den Kakaoproben 35 

- Einsatz eines Primerpaares, deren Primer komplementar zur schalenspezifischen DNA sind, fur die \fervielfalti- 
gung der DNA mittels Polymerasekettenreaktion 

- Elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente 

- Semiquantitative Abschatzung des Anteils an Kakaoschalen anhand von Vergleichsproben mit definierten Scha- 
lenzusatzen 40 



45 



50 
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60 



65 



3 



DE 100 19 289 A 1 

Schematische Darstellung der Isolierung der Gesamt-DNA aus den Kakaoproben (z. B. Schokolade, Kakaomassc, Ka- 

kaopulver) 

Entfettetes Material mit Digestionspuffer 
u. Proteinase K inkubieren (50°C/18h) 

Nach Inaktivierung der Proteinase K 
Restproteinabtrennung durch 
Chisom (Chloroform/lsoamylalkohol 24/1) 

Aus der wSssrigen Phase 
DNA-Ausfailung mit Na-Acetat/EDTA und Isopropanol 

Kuhlen in Eis, Zentrifugieren => Pellet 

Waschen mit 70%-igem Ethanol 

Trocknen der isolierten DNA im Vakuum uber Paraffinspanen 

Aufnahme in 50 jxL TE-Puffer 

Fluorimetrische DNA-Konzentrationsbestimmung 
(z.B. Bisbenzimid; Xex = 365 nm, k B m = 460 nm) 

Herstellung des Test-Kits 

[0018] Die Herstellung der Oligonucleotide erfolgte auf dem Wege einer Auftragssynthese. Die Primer wurden den 
Angaben entsprechend mit Wasser verdiinnt und in Eppendorf-Caps mit Konzentrationen von 50 pmol pro Primer pipet- 
tiert. Nach einer Vaku umtrocknu ng wurde je Cap ein RAPD Analysis Bead (Amersham Pharmacia, Freiburg) zugege- 
ben. Ein Bead enthalt: AmpliTaq DNA-Polymerase und Stoffel Fragment, BS A (2.5 ug), dNTFs (0.4 mM je dNTP) und 
Purler (3 mM MgCl 2 , 30 mM KCl 10 mM Tris (pH 8.3) in einem 25 uL Reaktionsansatz, 

Polymerasekettenreaktion 

[0019] Fiir die PGR wird die DNA auf eine Konzentration von 1 ng pro Ansatz verdiinnt. Zu Beads, beispielsweise 
RAPD Analysis Beads (Amersham Pharmacia, Freiburg), die die Primerkombination (50 pmol je Primer) bereits enthal- 
ten, werden 24 pL Wasser und 1 uL DNA-Template gegeben. 
[0020] Die PCR wird unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt: 

1. 5 min/94°C 

2. 30 s/94°C 

3. 30s/60°C 

4. 30 s/172°C 

5. 8min/72 0 C 

Die Schritte 2-4 werden 30 x gefahren. 

6. kUhlenauf4°C 



Elektrophorese 



[0021] Die ampliuzierten DNA-Fragmente werden anschliessend durch Gelelektrophorese in 3%igem Agarosegel mit 
1 jJg/mL Ethidiumbromid oder Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit Silberfarbung oder sonstige dem Fachmann be- 
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kannte Verfahren sichtbar gemacht Die Konzentration der Amplifikate wird nach Vergleich mit DNA bekannter Kon- 
zentration scmiquanlitativ abgeschaizt. Die Intensitat kann auch mit Hilfe eincs Densitometers bzw. eines Scanners mit 
cntsprcchcndcr Ausstattung crmittclt wcrdcn. 

Ergebnisse und Diskussion 5 

[0022] Abb. 1 gibt Auskunfl iiber das 229 bp DNA-Fragment in Kakaoschalen und Kakaokernen unterschiedlichen 
Ursprungs. Starke Banden lassen sich in den Proben 3, 5, 7 und 9 erkennen. Es wird deutlich, dass das 229 bp Fragment 
in alien untersuchten Kakaoschalen, nicht aber in den Kakaokernen vorkommt. Es wurden Proben aus Ghana, Nigeria, 
Malaysia und Venezuela untersucht. io 
[0023] Abb. 2 zeigt das 229 bp Fragment isoliert aus unterschiedlichen Teilen der Kakaopflanze. Die eindeutig starkste 
Bande resultiert aus den Kakaoschalen. Schwacher, aber dennoch gut detektierbar folgen die Banden von frischen Blat- 
tcrn des Kakaobaumcs sowie Amplikons der Keimlingc. Im Kern lasst sich das 229 bp Fragment wicderum nicht nach- 
weisen. 

[0024] Abb* 3 zeigt Kakaokeme mit steigenden Zusatzen an Kakaoschalen. Die zugesetzten Mengen an Schalen be- 15 
trugen 0.2%, 0.5%, 1%, 2% und 5%. Mit steigenden Schalenzusatzen werden die Banden intensivcr. Klar zu erkennen ist 
bereits ein Schalenzusatz von nur 0.5%. Der laut Gesetz geduldete Schalenanteil von maximal 5% bezogen auf die fett- 
freie Trockenmasse kann eindeutig nachgewiesen werden. 

[0025] Abb. 4 zeigt einige untersuchte Zartbitter- und Vollmilchschokoladenproben aus dem Handel. Auch hier lasst 
sich das 229 bp Fragment eindeutig nachweisen. Die Vollmilchschokoladen (Proben 2 und 5) zeigen im Vergleich zu den 20 
Zartbitterschokoladen (Proben 1 und 4) starkere Banden. Um nun eine Aussage iiber den Schalengehalt der Schokoladen 
zu treffen, werden die Intensitaten der Banden mit jenen der Proben mit definierten Schalenzusatzen verglichen. Der 
Schalengehalt in den untersuchten Proben liegt nach semiquantitativer Abschatzung in den Zartbitterschokoladen (Pro- 
ben 1 und 4) um 1%, in den Vollmilchschokoladen (Proben 2 und 5) um 2%. Abb. 5 zeigt das DNA-Fragment aus Ka- 
kaomasse und Kakaopulvern aus dem Handel. Schwache Banden zeigen die undotierte Kakakomasse (Probe 1) sowie 25 
das Kakaopulver 3 (Probe 6). Deutlich starkere Banden lassen sich bei Kakaopulver 2 (Probe 5) und Kakaopulver 1 
(Probe 4) erkennen. Die starksten Banden zeigen die mit jeweils 2% Kakaoschalen dotierten Proben Kakaomasse (Probe 
2) und Kakaopulver 3 (Probe 7). Vergleicht man die Bandenintensitat der Kakaomassen und Kakaopulver mit den Ban- 
den der Proben mit definierten Schalenzusatzen (Abb. 5), so lasst sich der Schalengehalt in der Kakaomasse (Probe 1) 
und im Kakaopulver 3 (Probe 6) auf 0.5%, im Kakaopulver 2 (Probe 5) auf 1 % sowie im Kakaopulver 1 (Probe 4) auf 2% 30 
scmiquantitativ ermitteln. 

Literatur 

Acker L., Diemair W., Fincke H. (1 955) 35 
tjber die Mitvcrarbcitung kleinkorniger Kakaobohnen-Reinigungsanteile zu Kakaoerzeugnissen unter besondcrer Be- 
riicksichtigung der Schalenabtrennung mittels der Separostat-Anlage nach J. Toth 
Gordian, 55 Nr.: 1317: 13-20 
Acker L., Hunermann E. (1966) 

Eine photometrische Mcthode zur Bestimmung des Schalengehaltes in Kakaoerzeugnissen 40 
Susswaren, 10: 622-628 
AlpersE. (1927) 

t)ber die Bestimmung der Sklereiden in Kakaoerzeugnissen 
Z. Unters. Lebensmittel, 54: 462-466 

Diemair W., Rodder W., Lange H. ( 1 963) 45 
Kakaoschalennachweis 
Susswaren, 7: 68 
Ezendam J. (1924) 

Bestimmung des Gehaltes an Kakaoschalen in Kakaopulvern 

Pharm.Weekbl.21:307 50 
Fincke A. (1962) 

Untersuchungen zur Reinheitspriifung von Kakaobutter und Schokoladen fetten, 2. Mitteilung: Eine einfache Farbreak- 
tion zum Nachweis von Kakaoabfall-Extraktionsfetten und anderen aus schalenreichen Rohstoffen gewonnenen Kakao- 
fetten 

Susswaren, 6: 882-883 55 
Fincke A., Sacher H. (1963) 

Untersuchungen zur Reinheitspriifung von Kakaobutter und Schokoladenfetten, 6. Mitteilung: Quantitative Auswertung 
der Farbreaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd zum Nachweis von Kakaoschalen 
Susswaren, 7: 428-431 

Fincke H. (1939) 60 
tjber die chemische Bestimmung des Kakaoschalengehaltes und die Vereinheitlichung der Untersuchungsverfahren fur 
Kakaoerzeugnisse 

BulL Off. Off. Int. Cac. Choc., 9: 395-400 
Fischer B. (1899-1900) 

In: Jber. Unters. Amt Breslau: 34 65 
Griebel, Sonntag (1926) 

Zur mikroskopischen Bestimmung des Schalengehaltes in Kakaowaren 
Z. Unters. Lebensm., 51: 185-198 



5 



DE 100 19 289 A 1 



HanausekT.(1916) 

Uber den Nachweis der Kakaoschalen in Kakaopulvem 
Apothck. Ztg.,31:323 
Hermann D. (1937) 

5 Bin Beitrag zur Frage der quantitativen Bestimmung des Schalenzusatzes in Kakao 
Osterr. Chem. Ztg. N. K, 40: 527 
Huss A. (1916) 

Die Kongorot Brillantblaumethode zum mikroskopischen Nachweis von Kakaoschalen 
Z. Unters. Nahrungs- u. GenuBmittel, 32: 404 
10 IOCCC International Office of Cocoa, Chocolate and Sugar Confectionary (1991): 
Method for Determination of the "Blue Value", 108 
Jackson M. (1962) 

A spiral vessel count method for estimating pcctic acid in cocoa and related products 
J. Ass. Off. Agric. Chem., 45: 554-556 
15 Josephy G. (1953) 

Beitrag zur Diskussion uber die Schalenbestimmung in Kakaoerzeugnissen, 1. Mitteilung 
Mitt Lebensmitteluntersuch. Hyg, 44: 264—269 
Josephy G. (1956) 

Beitrag zur Diskussion uber die Schalenbestimmung in Kakaoerzeugnissen, 2. Mitteilung 
20 Mitt Lebensmitteluntersuch. Hyg, 47: 278-287 
Lange H. Fmcke A. (1970) 
Kakao und Schokolade 

In: Handbuch der Lebensmittelchemie, Bd. 6, 210-309 
Springer- Verlag Berlin Heidelberg New York 
25 MeursingE.H.(1973) 

Shell Detennination in Cocoa Powder 
Manufact Conf. 53 (7): 38-42 
Meyer H. (1962) 

Zum Nachweis von Kakaoschalen in Kakaomassen 
30 Siisswaren, 6: 644-645 

Munch M., Schieberle P. (1999) 

A sensitive and selective method for the quantitative determination of fatty acid tryptamides as shell indicators in cocoa 
products 

Z. Lebensm. Unters. Forsch., 208: 39-46 
35 Ruge U., de Ruiter-Morsan N. (1970) 

Quantitative Abschatzung des Kakaoschalenanteils in Kakaopulvem mit Hilfe der Polarisationsmikroskopie 
Siisswaren, 14(16): 768-772 
SacherH. (1965) 

Behensauretryptamid, ein Lihaltsstoff der Kakaoschale 
40 Z. Lebensm. Unters. Forsch., 128: 264-267 
Sachsse M., Geuting M. (1956) 

Die Bestimmung des Schalengehalts in Kakaoerzeugnissen 
Zucker- u. Susswaren-Wirtsch., 9: 453-455 
Sandback K. I. (1957) 

45 Quantitative determination of shell content in cocoa products by microscopic counting of the stone cells 
IntFachschr. Schokolade Indusfr., 12: 187 
SchettyO. (1956) 

Die Bestimmung der Kakaoschalen in Kakaoerzeugnissen 

Int. Fachschr. Schokolade Industr., 11: 138-142 
50 StreuliH.,ScharJ.(1953) 

Zur Bestimmung des Schalengehaltes in gebrochenem Kakaokern 

MitL Lebensmitteluntersuch. Hyg., 4: 270-275 

van Breederode H., Reeskamp C J. (1957) 

Uber die Bestimmung des Schalenanteils in Kakaoerzeugnissen 
55 Z. Lebensm. Unters. Forsch., 105: 461-473 

Wagenaar M.(1929) 

Beitrage zur Schalenbestimmung in Kakao und Kakaoerzeugnissen 
Z. Lebensm. Unters. Forsch., 57: 525-537 
Winkler W. O. (1962) 
60 Report on the analysis of cocoa products 
J. Ass. Off. Agric. Chem., 45: 551-554 
WurzigerJ. (1961) 

Eine Farbreaktion zum qualitativen Nachweis und zur quantitativen Schatzung von Kakaoschalen in Kakaoerzeugnissen 
Siisswaren, 5: 1350-1354 

65 

Patentanspruche 

1 . Verfahren zum Nachweis von Kakaobestandteilen in Kakaoprodukten durch Amplifizierung und Identifizierung 
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ausgewahlter DNA-Fragmente. 

2. Verfahren zum Nachweis von Kakaoschalen in Kakaoprodukten durch Amplifizierung und Identifizierung aus- 
gewahlter DNA-Fragmcntc, gekennzeichnet durch die Ausfuhrung folgcndcr analytischen Verfahrensschrittc: 

- Isolierungder Gesarat-DNA aus den Kakaoproben 

- Einsatz eines Primerpaares, deren Primer komplementar zur schalenspezifischen DNA sind zur \fcrvielfalti- s 
gung der DNA mittcls Polymerasekettenreaktion 

- Elektrophoretische Auflrennung der DNA-Fragmente 

- Semiquantitative Abschatzung des Anteils an Kakaoschalen anhand von Vergleichsproben mit definierten 
Schalenzusatzen 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass fur die Vcrviclfaltigung der pflanzlichen DNA mittcls 10 
Polymerasekettenreaktion in der zu priifenden Probe folgende Primer eingesetzt werden: 

Primer A:5'-TGC GOT GGT ATT CTG CCA GAA C-3' (Strang-Primer) 
Primer B:5'-CGC GCA ACA CAT CCT TCA TGC-3' (Gegenstrang-Primcr) 

4. Verfahren zur Herstellung einer Gensonde, dadurch gekennzeichnet, dass die jeweilige Ziel-DNA einer zufalls- 
gerichteten PGR (5 '-AAC GCG CAA-3') unterworfen wird, ein bestimmtes Fragment in einen \fektor kloniert wird, 15 
die Inscrt-DNA dieses Vektors sequenziert wird und danach Oligonucleotide, welche mit dem Ziel-DNA Fragment 
hybridisieren, konstruiert werden. 

5. DNA Fragment, gekennzeichnet durch folgende Sequenz: 



5 X - TGC GGT GGT ATT CTG CCA GAA CGG CGT GAG CTG CAG AGA AGA 
3 X - ACG CCA CCA TAA GAC GGT CTT GCC GCA CTC GAC GTC TCT TCT 



TAC CAT TCG TCT GGG GCA GGT 
ATG GTA AGC AGA CCC CGT CCA 

ATC TCA GAT CGA GCG GTG TGC 
TAG AGT CTA GCT CGC CAC ACG 

GTG GAA GGT TAT CCG CGC CTG 
CAC CTT CCA ATA GGC GCG GAC 

CCC GTG GGC GCT GCG TAT AAC 
GGG CAC CCG CGA CGC ATA TTG 



GAT GGT GCT GCC CGA TCT GCT GAA ^ 
CTA CCA CGA CGG GCT AGA CGA CTT 

CCT TAC AGA TGC GCT GGA AGA TGT 

GGA ATG TCT ACG CGA CCT TCT ACA ^ 

CAA CGC ATA TAT CGA TCA TCA GGC 
GTT GCG TAT ATA GCT AGT AGT CCG 

< 35 

AGA CCC GAA CGC ATG ,AAG GAT GTG 
TCT GGG CTT GCG TAC TTC CTA CAC 



TTG CGC G -3 1 40 
AAC GCG C -5* 

6. Alle moglichen DNA-Sequenzen, gekennzeichnet dadurch, dass sie jeweils Teile (Oligonucleotide) der unter 
Anspruch 5 genannten Sequenzmenge enthalten. 

7. Einsatz von Paaren (Strangsequenz mit Gegenstrangsequenz) der unter Anspruch 6 gebildeten Oligonucleotide 45 
als Primer fur PCR. 

8. Einsatz von einzelnen unter Anspruch 6 genannten Oligonucleotiden als Sonden in DNA-Hybridisierungsexpe- 
rimenten. 

9. Peptidsequenzen, die sich aus alien moglichen 3-Basencodes ergeben, z. B. folgende Sequenz: 

50 



55 



60 



65 



7 



DE 100 19 289 A 1 



TGC GGT GGT ATT CTG CCA GAA CGG CGT GAG CTG CAG AGA AGA TAC 
CGGI LPERRELQR RY 

ATC CAT TCG TCT GGG GCA GGT GAT GGT GCT GCC CGA TCT GCT GAA 
HSSGAGDGAARSAEI 

GTG TCA GAT CGA GCG GTG TGC CCT TAC AGA TGC GCT GGA AGA TGT 
SDRAVCPYRCAGRCV 

CCC GAA GGT TAT CCG CGC CTG CAA CGC ATA TAT CGA TCA TCA GGC 
EGYPRLQRIYRS SGP 

GTG GGC GCT GCG TAT AAC AGA CCC GAA CGC ATG AAG GAT GTG TTG 
VGAAYNRPERMKDVL 

CGC 
R 

10. Antikorper, die gegen die gezeigte oder Teile der gemass Anspruch 9 genannten Peptidsequenz erhalten wer- 
den. 

11. Verwendung der Antikorper gemass Anspruch 10 in Immunotestverfahren (ELI-SA, Oberflachenplasmonreso- 
nanzverfahren, etc.) 

12. Verfahren zur Herstellung des Test-Kits, dadurch gekennzeichnet, dass die betreffenden Oligonucleotide in ge- 
loster Form in Analysengefasse eingebracht werden, anschliessend mit dem Fachmann bekannten \ferfahren ge- 
trocknet werden und dann Analysis Beads (Amersham-Ph armaria, Freiburg) zugegeben werden. Die enthaltenen 
Komponenten werden bei Bedarf in einer definierten Menge Wasser gelost und mit zu analysierender DNA versetzt 
und eine Polymerasekettenreaktion durchgefuhrt. 
Sequenzprotokoll: 

► 

5'- TGC GGT GGT ATT CTG CCA GAA CGG 
3'- ACG CCA CCA TAA GAC GGT CTT GCC 

TAC CAT TCG TCT GGG GCA GGT GAT GGT 
ATG GTA AGC AGA CCC CGT CCA CTA CCA 

ATC TCA GAT CGA GCG GTG TGC CCT TAC 
TAG AGT CTA GCT CGC CAC ACG GGA ATG 

GTG GAA GGT TAT CCG CGC CTG CAA CGC 
CAC CTT CCA ATA GGC GCG GAC GTT GCG 



CCC GTG GGC GCT GCG TAT AAC AGA CCC 
GGG CAC CCG CGA CGC ATA TTG TCT GGG 



TTG CGC G -3 X 
AAC GCG C -5 * 



Hierzu 5 Seite(n) Zeichnungen 



CGT GAG CTG CAG AGA AGA 
GCA CTC GAC GTC TCT TCT 

GCT GCC CGA TCT GCT GAA 
CGA CGG GCT AGA CGA CTT 

AGA TGC GCT GGA AGA TGT 
TCT ACG CGA CCT TCT ACA 

ATA TAT CGA TCA TCA GGC 
TAT ATA GCT AGT AGT CCG 

4 

GAA CGC ATG AAG GAT GTG 
CTT GCG TAC TTC CTA CAC 
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2EICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE10019289A1 
C07K 14/415 

8. November 2001 





300 bp 
200 bp 



1 234567 89 10 

1. Blindprobe 

2. Kakaokern Ghana 

3. Kakaoschale Ghana 

4. Kakaokern Venezuela 

5. Kakaoschale Venezuela 

6. Kakaokern Nigeria 

7. Kakaoschale Nigeria 

8. Kakaokern Malaysia 

9. Kakaoschale Malaysia 
10.100 bp Marker 

Abbildunq 1: 229 bp-PCR-Fragmente aus Kakaoschalen und Kakaokernen 
unterschiedlicher Herkunft (PAGE) 
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ZEICHNUNGEN SEI7E 2 Nummer: DE 100 19289 A1 

IntCI. 7 : C 07 K 14/415 

Offenlegungstag: 8. November 2001 



300 bp 
200 bp 




1. 100 bp Marker 

2. KakaoblatM 

3. Kakaoblatt2 

4. Keimling 1 

5. Keimling 2 

6. Kakaokern 

7. Kakaoschale 

8. 100 bp Marker 

Abbildunq 2: 229 bp-PCR-Fragmente aus Teiien der Kakaopflanze (PAGE) 
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ZEICHNUNGEN SEITE 3 



Nummen 
Int CI. 7 : 

Often leg ungstag: 



DE10019289A1 
C07K 14M15 

8. November 2001 




300 bp 
200 bp 

1 2 3 4 5 6 



1. 100 bp Marker 

2. Kakaokern + 0.2% Schalen 

3. Kakaokern + 0.5% Schalen 

4. Kakaokern + 1% Schalen 

5. Kakaokern + 2% Schalen 

6. Kakaokern + 5% Schalen 



Abbildunq 3: 229 bp-PCR-Fragment aus Kakaokernen mit definierten 
Schalenzusatzen (PAGE) 
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ZEICHNUNGEN SEITE 4 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE10019289A1 
C07K 14/415 

8. November 2001 




1 2 3 4 5 



1 . Zartbitterschokolade 1 

2. Vollmilchschokolade 1 

3. 100 bp Marker 

4. Zartbitterschokolade 2 

5. Vollmilchschokolade 2 



Abbildung 4: 229 bp-PCR-Fragmente verschiedener Schokoladenproben aus 
dem Handel (PAGE) 
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ZEICHNUNGEN SEITE 5 



Nummen 
Int CI. 7 : 

Offenlegu ngstag: 



DE10019289A1 
C07K 14/415 

8. November 2001 




300 bp 
200 bp 



1 2 3 4 5 6 7 

1. Kakaomasse 

2. Kakaomasse + 2% Schalen 

3. 100 bp Marker 

4. Kakaopulver 1 

5. Kakaopulver 2 

6. Kakaopulver 3 

7. Kakaopulver 3 + 2% Schalen 

Abbildunq 5: 229 bp-PCR-Fragmente aus Kakaomasse und Kakaopulver 
(PAGE) 
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